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20 Vernebelhare Lipo somen und ihre Verwendung zur ptOmonalen Ap- 

plikation von Wirksfcof £ en 

Die vorliegende Erf indung betrifft die Herstellung von Lipo- 
somen, die stabil gegentiber Vernebelung und zur pulmonalen 
25 Applikation geeignet sind urid die eine verzogerte Freisefzung 
von eingeschlossenen Wirkstof feri zeigen. 
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Be s chr eikung 

In der' pharmazeuLischen Technologic unterscheidet man ver- 
schiedene . Arzneif ormen mit protrahierter Wirkung. Sie- alle 
haben das Ziel, eine Wirkungsverlangerung des jeweiligen Arz- 
5 neistoffes zu erreichen. Man untcrscheidet Langzeit-, Depot- 
und Retardpr&parate . pie modifizierte Wirkstqf f f reigabe kann 
durch chemische VerSnderungen (z.B. Salze, Ester, Komplexe) r 
durch Zusatze (z.B. Verwendung von Hilf sstof f en) , durch tech- 
nologische MaAnahmeri (z.B. Wahl bestimmter Korngr6Ben, Ta- 
10 blettenharten) sowie durch Wahl des Applikationsortes oder 
der Applikationsart errei'cht werden. In AbhSngigkeit von der 
Art der Freigabe . unterscheidet man den sustained-, repeat- 
prolonged- , urid delayed-release-Typ-. 

Ein besonderes Problem . stellt die Applikation von pharmazeu- 
15 tischen Wirkstoffen in der Lunge- dar, da hier aus VertrMg- 
lichkeitsgrunden die Auswahl der Hilf sstoffe stark einge- , 
schrSnkt und eine gezielte und kontrollierte Freisetzung 
schwi'erig zu erreichen ist. " 

Als toxikologisch unbedenklich gelten Liposonien, wie die be- ' 
20 reits fur andere Applikationswege zugelassenen liposomaien 
Produkte Daunoxome®, Ambisome®, HeparinPur tf> u.a.' zeigen. Lipo- 
somale Formulierungen erscheinen auch fur die Lunge als g'e- . 
eignet, da sie ganz oder zum grefiten Teil aus korpereigenen 
Substanzen hergestellt werden konnen, die naturlicherweise in 
25 der Lunge vorkommen. 
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• Al s Liposoraen bezcichnct der Fachmann Lipidvesikel, \ die in 
ihrer Struictur korpereigenen Zellmembranen stark ahneln. Die. 
VesikelwSnde, die b.eispielsweise aus Phospholipiden bestehen, 
t^ennen einen wassrigen Innenraium von der ebenfalls wSssrigen 
5 umgeberiden Phase. Derartige Lipidvesikel konnen sich spdritan 
nach thermodynamischen GesetzmaiUgkeiten u.a. durch Dispersi- 
on von Phospholipiden in- uberschiissigem. w&ssrigen Medium bil- 
den. .Zur Herstellung von Liposomen werden ublicherweise na- 
tiirliche, partialsynthetische oder auch . vollsynthetische 

10 Phospholipide eingesetzt* wahrend andere Lipide einen kegel-" 
farmigen Molekiilaufbau zeigen, der die Bildung von Mizellen 
favorisiert, weisen Phospholipide aufgrund der beiden Fett- 
saureketten eine zylindrische ' Geometrie auf, die in w&ssrigem 
Medium die Bildung von lamellaren Strukturen begUnstigt. 

15 . * 

Der Aufbau der einzelnen Lamellen eines Liposoms ist ahnlich 
dem der Zellmembran ; ' Die Phospholipide bilden Doppelschich- 
ten, in denen sich die hydrophoben Molekttlteile im Inneren 
. der Doppelschicht befinden, wahrend die hydrophilen Kopfgrup- 
20 pen in die wSssrige _ Phase nach auiien . beziehungsweise innen 
zeigen, 

Aufgrund ihrer Struktur und GrGfce lassen sich die Liposomen 
in verschiedene Gruppen einteilen (Tabelle 1) . 

25 . 
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Tabelle 1 



KX assifizi e rung 


Durchmes sear 


S-tiruktui: 


MLV 

(multilamellar vesicles) 


100-5000 nm 


mehrere Doppelmembranen 


SUV 

(small unilamellar vesi- 
cles) 


< 100 nm 


unilamellare, kleine, 
hydrophil gefullte Ve- 
sikel 


LUV 

(large unilamellar vesi- 
. cles) , 


> 100 nm. 
(bis 2000 
nm) 


unilamellare, • groJie, 
hydrophil gef ttllte 
Vesikel 





Da Liposomen sowohl hydrophile als auch lipophile Bereiche 
aufw^isen,- konnen Wirkstoffe unterschiedlich eingebaut wer- 
5 den- Wahrend sich lipophile Wirkstoffe in die Membran einla- 
gern, befinden sich hydrophile Stoffe in den wassrigen 
Schichten der Vesikelwande oder im von den VesikelwSnden be- 
grenzten wassrigen Innenraum der l/iposomen. Amphiphile wirk- 
stoffe ordne'n sich analog den. Phospholipiden ah. Die unter- 

10 schiedlichen Eigenschaften der Liposomenklassen bestimmen die 
m5gj.ichen Einsatzgebiete. So weisen SUV im Verhaltnis einen 
hohen Anteil an Lipiden auf und eignen "sich von daher vor al- 
lem fiir lipophile Wirkstoffe; fur LUV gilt das Gegenteil, sie 
weisen einen verh&ltnismaiiig groBen Innenraum zur Aufnahme 

15 hydrophiler Wirkstoffe auf. Sine verz6gerte Freisetzung , ist 
am ehesten durch eine MLV-Struktur mit den vielen hinterein- 
ander geschalteten Diffusionsmembranen realisierbar . 
Sowohl durch ihre biologische Vertraglichkeit als auch durch 
die Moglichkeit einer modifizierbaren Pharmakokinetik (z*B. 

20 verzogerte -Wirkstoff freisetzung) stellen Liposomen einen 
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vtelversprcchenden Ansatz far eine kontroll iprte und vor^5- 
gerte Freisetzung von Wirkstof fei) in. der Lunge dar . 
Bine derartige kontrollierte und verzegerte Freisetzung von 
Wirkstoffen in dor Lunge konntc fur eine Vielzahl von Erkran- 
5 kungen von erheblicher therapeutischer Bedeutung sein- insbe- 

sondere bietet sich bei Lungenerkrankungen die M3glichkeit, 

i 

Wirkstoffe direkt in das. Zielorgan .zu verbringen und dort ei- 
ne hohe lokale Wirkstof f kanzeritration bei langer Wirkdauer zu 
erzielen. Die retardierte Wirkstof f freisetzung kann daruber 

•10 hinaus zu einer Verminderung von Nebenwirkungen fuhren," da 
zum einen starke Konzentrationsschwankungen mit hohen Konzen- 
trations-Peaks unmittelbar nach der Applikation vermieden ' 
warden, zum anderen durch .die liposomale Verpackung Wirkstof- 
fe mit kurzer biologispher HalbwertS2eit Verwendung finden 
15 konnen, die nach Freisetzung und wirkungsvermittlung schnell 
inaktiyiert werden. In Gegensatz dazu konnen Wirkstoffe mit 
langer biologischer Halbwerts zeit r wie sie teilweise zur Be- 
handlung des Asthmas oder chronisch obstruktiver Lungener- 
krankungen (COPD) eingesetzt werden, liber die Luft-'Blut- 
• 20 Barriere in den Kdrperkreislauf gelangen und dort zu Neben- 
wirkungen fuhren* Neben den bereits erwahnten Lungen- und 
Atemwegserkrankungen Asthma und COPD stellen insbesondere die 1 
Lungenentztindung und der Lungenhochdruck Elrkrankungen dar, 
die durch liposomal verpackte Wirkstoffe besser behandelt 
25 werden kSnnten. So sind beispielsweise derzeit in der Thera- 
pie des Lungenhochdrucks mit gef afcaktiven Substanzen (z.B: ' 
Prostazyklin oder Prostazyklinanaloga) aufgrund deren kurzen 
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biologischen Halbwertszeiten hkufigc, zum Teil stundliche In- 
halationen niiL- oinor Daucr von bis zu 15 'Minuten fur eirie ef- 
fective .und anhaltcnde Drucksenkung im Lungenkrej si auf not- 
wendig. Liposomale Verpackung und 1 retardierte Freisetzung der 
5 Substanzen konnten die Inhalationshauf igkeit zum Wohle der 
Patienten drastisch reduzieren und gieichzeitig zu einer kon- 
stanten, auch uber die Nachtphase anhaltenden, therapcutisch 
1 erwiinschten Drucksenkung iiti Lungenkreislauf sorgen. 

Neben der Anwendung bei Lungenerkrankungen ist die vexzogerte 
10 und ' kontrollierte Freisetzung von . Wirkstoff en auch fur sy- 
. stemische Erkrankungen, wie z.B. Diabetes mellitus, von In- 
teresse. Die Lunge ist ein Organ, das aufgrund der aulierst 
' dunnen Grenzschicht zwischen Luft und Blut und der grofien Ge- 
samtfiache der Lungenblaschen uber ein hones Resorptionsver- 
15 mogen verfiigt. Daher konnen , transpulmonal . applizierte Wirk- 
stoffe systemisch verfugbar gemacht und entsprechend zur Pro- 
• phylaxe Oder Therapie von systemischen - Erkrankungen einge- 
setzt werden, • Beispielsweise wird derzeit die inhalative Bo-.' 
lusgabe von Insulin als Alternative zur Injektion entwickelt, 
20 wobei jedoch bisher keine Formulierung zur kontinuierlichen 
basaP-en Insulinf reisetzung in den Korperkreislauf bekannt 
ist. 

Bislang gibt es keine Depot form zur pulmonalen Applikation, 
. Die bisher einzige Moglichkeit fur eine lange Wirkdauer be- . 
25 stent in der Verwendung von Arzneistof f en mit entsprechend 
langer Halbwertszeit . 
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Das Standardverfahrcn zum Einbringen von Wirkstoffen ixi die 
• Lunge ist die Inhalation von Aerosolcn. Wirkstof ftragende Ae- 
rosole werden mittels geeigneter Acrosolgeneratoren erzeugt, 
' in der Praxis tibliche GerMte * sind Dusen- und Ultraschallver- 
5 neblung sowie Dosieraerosole und Pulverinhalatoren. Die Depo- 
sition von Aerosolen im Atemtrakt ist insbesonderc abhangig. 
von der PartikelgroBenvertfeilung des Aerosols. Partikel mit 
elnem aerodynamischen Massendurchmesser von unter 6 um errei- 
chen zu einem grOfteren Prozentsatz ' die Lunge mit Luftrohre, 
•10 Bronchien und Alveolarbereich; zu therapeutischen Zwecken 
sind entsprechend Aerosole mit Partikeidurchmessern kleiner 
6 urn zu verwenden. 

Wirkstof f-Forinulierungen, die in wassriger Losung vorliegen, 
lassen sich mit Dtisen- oder Ultraschali-Aerosolgeneratoren 

15 vernebeln. Fur die Anwendung mit Dosieraerosolen oder Pul- 
verinhalatoren sind zus&tzliche Modif ikationen der Wirkstoff- 
Forraulierungen notwendig (z.B. Losung oder Suspension, in 
Treibmitteln, Mikronisierung als ITrockenpulver ) . Bei wassri- 
gen lipbsomalen Dispersionen bietet sich in besonderer Weise 

20 die DUsen- und Ultraschallverneblung als Verfahren zur Aero- 
solerzeugung an. Beiden Verfahren gemeinsam ist, dass durch 
Einwirkung mechanischer Energie Aerosol t'rSpfchen aus dem 
FlUssigkeitskontinuum herausgelost warden. Bei diesen. Prozes- 
sen wirken Krafte auf die zu vernebelnde Flussigkeit und auf, 

25 die suspendierten Lipidvesikel, die zu einer Beeintrachtigung 
der Integrity der Lipidvesikel und • damit zu einer vorzeiti- 
gen Freisatzung des in die Vesikel eingeschlossenen Wirk- 
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stoffs fuhren konnen. Bine Grundvoraussetzung fur die pulmo- 
nale Anwendbarkeit von liposomalen Depotf ormulierungen -als 
Aero'sol ist daher eine ausreichende Stabilitat der Liposomen 
gegenuber dem Verneblungsprozess . Die Stabilitat von Liposo- 
S men gegehiiber der Verneblung hangt neben den technischen- Be- 
dingungen der verschiedenen Verneblungsprozesse (Druck, Ul- 
traschallf requenz) insbesondere von der Liposomenart und Li- 
posomengrofie sowie von der chemischen Zusammensetzung der Li- 
posomenmembranen ab. Eine. weitere MSglichkeit zum Binbringen 

10 von Wirkstoffen in die Lunge ist' die intratracheal Instilla- 
tion.' Bei dieser Methode wird ein Schlauch in die Luftrohre 
oder in die tief erliegenden Bronchien eingefiihrt und die. 
Wirkstof flosung tiber' diesen in den Atemtrakt verbracht ^ Die- 
ses Verfahren stellt 2war wesd.ntlich geringere Anforderungen 

15 an die Stabilit&t von liposomalen Formulierungen als die Ver- 
neblung, fuhrt jedoch .zu einer inhomogenen Verteilung des 
eingebrachten Materials in der Lunge. Daruber hdnaus ist die 
intratracheal Instillation aufgrund ihrer Invasivitat nur 
auflers't begrenzt einsetzbar und eignet sich nicht fur eine 

20 Heim- oder Dauertherapie. Um als pulmonale Depot form geeignet 
zu sein, muss eine liposomale Formulierung eine ausreichende 
Stabilitat gegeniiber dem* Vernebelungsprozess besitzen, mit- 
tels Vernebelungstechniken in ein lungengangiges Aerosol 
ttberfuhrt werden kohnen, und eine verzbgerte Wirkstof ffrei- 

25 setzung am Zielort aufweisen. Idealerweise be^innt die Frei- 
setzung des Wirkstoffes direkt nach der Deposition der' Lipo- 
somen in der Lunge und halt tiber mehrere Stunden an. 
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Aulgabe der vorliegenden Erfindung ist. es, eine spezifische, 
nicht toxischc Formulierung zur pulmonalen Applikation be- 
reitzustellen, die vernebelbar und lungengangig 1st und eine 
verzbgerte Freisetzung vori eingeschlossenen Wirkstoffen 
5 und/oder . Farbstof fen nach der Deposition auf wei'st - Weiterhin 
ist es Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren zu 
entwickeln, mit dem die Freisetzung von verkapseltem Wirk- 
/Farbstoff aus Liposomen gemessen werden kann. 
■ Diese Aufgabe wird erf indungsgemafi olurch die Bereitstellung 
10 von Formulierungen spezifischer Liposomen-bildender, endogen 
in der Lunge' vorkoirtmender Lipide gelost, teilweise uhter dem 
Zusatz von synthetischen Tensiden • wie Polyethylenglykol, oder 
dessen Derivaten. Daruber hinaus wird mit den Merkmalen des 
Anspruch 10 ein Verfahren zur Messung der , Freisetzung von 
15 verkapseltem Wirk-/Farbstof f aus Liposomen vorgeschlagen. 

Die liposomalen Formulierungen werden nach der dem Fachmann 
bekannten Filminethode hergestellt (siehe beispielsweise das 
Lehrbuch von R- R* C- New (Editor) , Liposomes: a practical 

20 approach, Oxford University Press, Reprint 1994)- Als weite- 
rer Arbeitsschritt erfolgtdie Extrusion der Liposomen durch 
Filtermembranen sowie das Abtrennen des nichtverkapselten, 
freien Wirkstof f anteils durch Zentrif ugation, Dialyse oder 
chromatographische Verfahren, 

25 Zur Bestimmung der Effizienz der Einschlufireakt ion konnen die 
Liposomen mit Methanol zerstcSrt und anschlieftend die Konzen- 
tration dcs Wirkstoffs mittels geeigneter Methoden gemessen 
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werden. Zur Charaktcrisierunq der StabllitSt der Liposomen 
• gegenuber der Verneblung wi rd die Liposomendispersi on mittels 
g&ngiger Aerosolgeneratoren vernebelt, das entstehende Aero- 
sol auf gcf angen und anschlieftend- der f reie und der verkapsel- 
5 te Anteil des' Wirkstoffs bcstimml. 

Die Liposomen sind Uberraschenderweise gut mit gangigen Du- 
sen- und Ultraschallverneblern aerosolierbar. Bei'm Vernebeln 
der liposomalen Dispersionen findet. man vergleichbare. Parti- 
kelgrofcenverteilungen des entstehenden Aerosols wie beim Ver- 
10 nebeln von isotonischer KochsalzltJsung, so dass mit geeigne- 
ten handelsdblichen Verneblern lungengangige Aerosole aus den 
liiposomendispersionen erzeugt werden konnen. (Beispiele fur 
handelstibliche Vernebler: Dusenvernebler . wie Bennett- 
Raindrop®, Pari LC®, Pari LL®, Vent st ream® Ultraschallver-' 
15 nebler wie Kultisonic pro®, Pulmosonic®, Systam LS®) . 

Ausf iihrungsfcx^ispiele : . 

Tabelle 2 zeigt die erf indungsgemaJien liposomalen Formulie- 
. rungen, die aus den natUrlichen Bestandteilen dos Lungensur- 
. 20 factant Dipal'mitoylphosphatidylcholin (DPPC), Choleeterin 
(Choi) r Dimyristoylphosphatidylcholin (DMPC) , Sphingomyelin 
(SM) und dem nicht im Lungensurf actant vorkommenden Polyethy- 
lenglykol (PEG) kombiniert werden. 



25 
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Tabellc 2 




Liposomen- 
fonnulierungen 


(DPPC) 


(Choi) 

i 


(PEG) 


(DMPC) 


(SM) 




7 


3 


0, 15 






bei spiel 1 


"7 
l 


«3 










n 

i 




u , o 






Ausfiihrurig-S- 


1 


4 




1 




heisrjiel 2 


1 


4 




2 






1 


4 




3 






1 


4 




4 




Ausf uharuxigs - 


7 


3 






2% 


bexspiel 3 


7 


3 






4% 




7 


3- 






6% 




7 


3 






8% 



Die Zahlen geben das molare Verhaltnis der Komponenten DPPC, 
Choi, PEG und DMPC an; bei SM sind Gewichtsprozent angegeben. 




5 Liposomenherstellung 

Mit den erf indungsgemafren liposomalen Formulierungen kennen 
hydrophile^. lipophile und/oder amphiphile Wirk- oder Farb- 
stoffe mit ausreichender Stabilitat gegeniiber der Verneblung 
verkapselt werden. 

10 In den Ausf Uhrungsbeispielen wird als Modellwirkstoff Car- 
boxyf luorescein verwendet, ein hydrophiler Farbstoff, der 
sich einf'ach mittels Fluoreszenzspektroskopie nachweisen 
l&fct'. Zur Herstellung der Carboxyf luorescein-Ldsung (CF- 
LSsung) werden 100 mg - 5- (6) -Carboxyf luorescein. in 10 ml PBS- 

15 Puffer gelost und der pH-Wert der CF-L6sung auf 7,4 einge- 
stellt'. Zur Liposomenherstellung nach der Filmmethode wird 
150 mg Gesamtmenge an Fhospholipiden " (siehe Formuiierungen 
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Tabelle-2) in 40 ml eincs -Gemisches ' au3. Chloroform und Metha- 
nol' (70 : 30 - Volumcnverhaitnis) in ei'ncm Rundkolbcn gelost und 
das T.osungsmittel bei 60 °C im Rotat ionsverdampf er untcr Vaku- 
um abgezogen. Der an der Innenwand. des Kolbens entstehende 
5 diinne- Film wird weiter 2h unter Vakuum getrocknet. Durch Zu- 
gabe von 10 ml der ebenfalls auf 60°C erwarmten CF-L5sung er- 
folgt die Hydratisierung des Filmes. Die entstandene Disper- 
sion wird far 2h uriter Erwarmung geruhrt und vor der Extrusi- 
on einem Frier-Tau-Z'yklus unterzogen. Dazu wird der Rundkol- 
10. ben in flussigen St.ickstoff getaucht bis der Inhalt gefroren 
ist« WShrend des Auftauens bei Raumtemperatur reifien die Mem- 
branen auf, schliefcen zusatzliches CF eiri und erhohen dadurch 

die Effizienz der Vefkapselung* Dieser Zyklus wird funfmal 
i 

wiederhoit* Danach wird die Dispersion erneut im Wasserbad 
15 auf 60°C erwarmt. Jeweils. 0 f 5 ml der Dispersion werden 21mal 
durch eine Polycarbonat-Fi'ltermerabran mit einem Porendurch- 
messer von 1/0 um bzw. 0,4 um extrudiert. Die Dispersion wird 
, ansohliefcend bei 4 9 C zentrif ugiert '{4 x 45 min/ 4500 rpm bzw. 
4 x 60 min/ 15000 rpm). Die uberstehende CF-L5sung wird je- 
20 weils riach den einzelnen Ze.ntrifugationszyklen abpipettiert 




und durch ein gleiches Volumen.an PBS-Puffer ersetzt. 



. Ausfuhanangsfeeispxel 1 

Diese Liposomenf ormulierungen enthalten ein molares Verhalt- 
25 nis von Dipalmitoylphosphat idylcholin (DPPC) Cholesterin 
(Choi) und Polyethylenglykol (PEG) von 7:3:0,15 bis 7:3:0,6. 

An. 119/Wa/Ges/Schm 
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Ausfuhrungsbeispiel 2 

Dies© Liposomenformulierungen enthalten ein molares Verhalt- 
nia von Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) , Cholesterin 
(Choi) und DimyristoyJ.phosphatidylcholin (DMPC) von 7:4:1 bis 
5 '7:4:4. . . 

Au s fiilir iing sbei spiel 3 

, Dies© Liposomenformulierungen enthalten ein molares verhalt- 
nis von Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) und Cholesterin 
10 (Choi) von 7:3 als 100 Gewichtsprozent, dazu variierende Men- 
gen an Sphingomyelin (SM) von raehr als 2%, besondsrs bevor- 
zugt 2-8% Gewichtspro2ent - . 

Ebenfalls vo.rteilhaf te Eigenschaf ten haben Liposomenf Ormulie- 
15 rungen' mit Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) und Choleste- 
rin (Choi) und Kombinationen von DMPC, SM und/oder peg. 





Die erf indungsgemafien Liposomen haben ei'ne GroBe von 0,2 - 
20 1, 5 pm. 

Tabelle 3 zeigt exempla risch die GrSfte . der Liposomen eines 
Herstellungsganges nach Extrusion durch eine Polycarbonatmem- 
bran mit 0,4 pm Porengrolie,- Zentrif ugation und Verneblung mit 
2 5 . einem Dusenvernebler (dargestellt sind die Mittelwerte mit 
Standardabweichungen, n=3) - 

An. 119/Wa/Ges/Schm 
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Tabelle 3 



Formulierungen 

i 


Liposomen 

(JUL L^lllllw QuBl 

nach Extrusion 


Liposomen . 

nach Zentri le- 
gation [jun] 


Liposomen 

H n y* r* hm6 y *^ jc* 

nach Dusenver- 
neblung [pmj 


DPPC : Choi : DMPC 

7:4:1 
7:4:2 
7:4:3 
7 : 4 : 4 


0,57 +/- 0,01 


. 0,58 +/- 0,01. 


0,51 + /- 0,01 


DPPC: Choi: PEG 

7:3: 0; 15 
7: 3:0,3 - 
7:3:0,6 


0,60 + /- 0,02 

j 


0,57 4/~ 0,01 


0,64 +/- 0,01 


DPPC: Choi :SM 

7:3 mit 2% SM 
7:3 mit 4% SM 
7:3 mit 6% SM 
7:3 mit 8% SM 


0,65 + /- 0,01 


0,68 +/- 0,02 


0,70 +'/-. 0,01 



Stabilitat den Liposomen gegenuber Vsrnebelung 

Zur Untersuchung der Stabilitat gegenuber Vernebelung werden 
5 ..die durch eine 0,4 pm Polycarbonatf iltermembran extrudierten 
liposomalen Formulierungen mit PBS 1:10 verdttnnt und jeweils 
2,5 ml der erhalteneh Dispersion' fttr 3 Minuten bei Raumtempe- 
ratur mit Dtisen- (betrieben mit 1 bar Druckluft) , und Ultra- 
•schallverneblern (betrieben mit 10 1/min Zusatzluft) verne- 

10 belt. Das erzeugte Aerosol wird iiber einen Silikonschlauch 
(15 cm lang,. 3 cm Innendurchmesser) auf eine Prallplatte aus 
Glas geleitet und . in einem 40 ml Reagenzgef £ft aufgefangen, 
Der freie und der gesarnte Anteil an Carboxyf luorescein in den 
aiif gef angenen Diapers ionen wird f luoreszenzspektrometrisch 

15 analysiert. 



An. 119/Wa/Ges/Schm 
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Zur Bestimmung des Ireien Ante j 1 s an CF (c fxe i) werden 100. pi 
der erf indungsgemaften liposomalen Dispersion in ejnem Eppen- 
dorfgefaJS zentrif ugiert , 50 pi des erhaltenen Uberstandes mit 
PBS-Fuffer 1:100 verdiinnt and die CFrKonzentration itn tfber- 
5 stand f luoreszcnzspektrometrisch (quantif iziert Zur Bestim- 
mung' des gesamten ftnteils an Cir* {c qesamt ) werden ,50 pi der er- 
f indungsgeroaAen liposomalen Dispersion mit 450 pi Methanol 
versetzt, . 10 min inkubiert und anschlieliend zentrif ugiert . 
Die Zugabe von Methanol bewirkt dabei die Zerstorung der Li- 

10 posomen und eine. vollstsindigen Freisetzung des Farbstoffes- 
Nach der Zentrif ugation werden 50 pi des Oberstands mit PBS 
1:1000 verdunnt und die Konzentratioh von CF f luoreszenzspek- 
trometrisch quantif iziert*- Der in den Liposomen verkapselte, 
Anteil des Farbstof fies (c verkap s elt ) lafct sich nun einf ach an- 

15 hand der folgenden* Formel bestimroen; 

• Cverkapselt = (Cgesamt ~~ Cfrei) *100 / Cgcsdiuc [^] - 

Die . Untersuchungen . zur Stabilitat der Liposomen gegemiber 
20 Verrieblung zeigen, dafi 50% - 80% der Liposomen den Verne- 
blungsprozess mit Dusen- bzw. Ultraschallverneblern als in- 
takte Liposomen uberstehen, . 

Tabelle 4 zeigt exemplarisch die Stabilitat der Liposomen ge- 
25 genuber Dusenverneblung fur ausgewahlte Ausf tthrungsbeispiele 
(Mittelwerte ± Standardabweichungen, n = 4) , 



An. 119/Wa/Ges/Schm 
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Tabelle 4 





Fc-rmulierungen 


Anteil an liposomal verpacktem 
Wirksuofr nacn verncoiung L^J 


DPPCiCho] :DMPC 

7: 4: J 

7:4:2. 

7:4:3 

7:4:4' 


69,3 ± l";3 


DPPC: Choi: PEG 
7:3:0,15 
7:3:0,3 
7:3:0, 6 


55,7 ± 1, 8 


*DPPC:Chol j SM 
7:3 mit 2% SM 
7:3 mit 4% SM 
7:3 mit 6%' SM 
7:3 mit 8% SM 


76,9 ± 0', 7 



Freisetzungskinefcik der lipsosmal vexpackten Wirk- und Farb- 
$toffe am Lungenmodell 

• 5 Die erf indungsgemaften liposomalen Dispersionen werderi am Mo- 
dell der isoliert perfundierten und ventiliertcn Kaninchen- 
lunge (Seeger et aL f J Appl Physiol 1986, 61:17 81-1789; See- 
ger et.al., In: Oxygen Radicals' in Biological Systems, edited. 
, • by L. Packer* New York: Academic Press, 1994, vol. 233:549- 

10 58 4) untersucht . Dabei werden Kaninchen mit einen Gewicht 
zwischen 2,5 und 3 kg mit Heparin* antikoaguliert und mit ei- 
nem Gemisch .aus Xylo'cain, Ketamin, und Xylazin anaesthesiert • . 
Unter Beatmung -mit Raumluft erfolgt eine Tracheostomies Nach 
mittiger sternaler Thorakotomie wird ein .Katheter in die Pul- 

15 monalarterie eingebundenv .die Aorta ligiert und die beiden 
' Ventrikel an der Herzspitze er5ffnet. 



An. 119/Wa/Ges/Schm 



XG3 Nr: 122329 von NVS:FAXG3.I0.01 01/0641 9436499 an NVS:PRINTER.0101/LEXMARK2450 (Seite 21 von 33) 
turn 04.04,02 12:26 - Status: Server MRSDPAM02 (MRS 4.00) ubernahm Sendeauftrag ■ 
treff: 33 Seite(n) empfangen 




04/04 '02 DO 11:28 FAX +49 ff41 9436499 TRANSMIT GMBH 12) 022/033 

17/28 ' 



, Die Perfusion der Lunge erfolgt nun mitt els einer Rollerpum- 

» 

pe f als Perfusionsmedium wird Krebs.-Henseleit-Elektroly t- 
lttsung verwendet, die. zusatzlich HydroxyethyistSrke und Na- 
trium-Bicarbonat enthalt . Parallel zu'der kQnstlichen Perfu- 
5 sion wird die Lunge mit einem Gemisch aus.-21% Sauerstoff, 
5,3% Kohlendioxid und 73,7% Stickstoff beatmet. Das Herz- 
Lungen-Paket wird nun vorsichtig aus der Brusthehle prapa- 
riert und anschlieftend ein zweiter Katheter im linken Ventri- 
kel mittels einer Tabaksbeutelnaht fixiert- Nach Aufhangen 
10 der Lunge an einem- Gewichtsmesser wird der , venfise Schenkel 
des Perfusionssystems mit dem in das Herz eingebundenen Ka~ 
« theter verbunden, so dass ein geschlosser, rezirkulierender 

Perf usionskreislauf ' entsteht. Zur Auf rechterhaltung einer 
physiologischen Temperatur wird , das Perfusa.t auf 38 °C geheizt 
15 und die frei hangende Lunge in eine beheizte Kammer ver- 
bracht. 

Die Standardparameter der Lungenventilation 'und' -perfusion 
sind: 

Die • Lungenperf usion mittels . Rollerpumpe betrSgt 
20 100 ml/min. 

-'i.'/B&Siik - 'Die Lungenventilation erfolgt mit einem Atemzugvolumen 

von 30 ml und einer Atemfrequenz von 30 min" 1 . 
Der positive endexspiratorische Druck (PEEP) betrSgt 
1 mmHg.. 

25 - Der linksventrikulare" Druck wird auf 2 mmHg eingestellt. 
Das Perfusatvolumen betragt 150 ml . 

An , 119/Wa/Ges/Schm 
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Die inhalative App.likation von Aerosolen ertolgt tiber ein 

sog. Bag-in-Box-System (Abb. 1) . Dieses System besteht aus 

einem DUsenvernebler (1), Vorratsbeutel (2), Venrilen . ( 3 ) und 

einem flcxiblen Ballon (4, Bag), dor in ein luftdichtes Glas- 

5 gefSB (5, Box) eingebracht ist. Die Beatmungspumpe (6) ist an 

das luftdichte Glasgefaft (5) angeschlossen und verraittelte je 

nach Richtung des Gasflusses einen Ober- oder -Unterdruck auf 

den im GlasgefaJi (5.) befindlichen flexiblen Ballon (4) - Das 

vom Diisenvernebler (1) erzeugte Aerosol wird zunachst in den 

i 

10 Vorratsbeutel (2 ) . geleitet . WMhrend der, Expirationsphase dor 
Pumpe (6) wird der flexible Ballon (4) aufgrund des Unter- 
drucks im Glasgefaft (5) gedehnt urid uber ein Ventilsystem (3) 
mit Aerosol aus dem Vorratsbeutel gefullt. In der darauffol- 
genden Inspirationsphase wird das Aerosol bei entsprechender 
15 Veritilstellung aus dem Ballon (4) in den Atemtrakt der Lunge 
(7) verbracht . 

Zur Verneblung wird ein Diisenvernebler (Bennett-Raindrop®) 
verwendet, der mit Atemgasgemisch (5,3% C0 2 , 21% 0*, 73,7% N 2 ) 
bei einem Druck von 1,0 bar betrieben wird* 
20 • 
■ ^ Zur Bestiimm;in g der Freisetzungskinetik von liposomal verkap- 

seltem Farb- oder Wirkstoff werden in einer ersten Versuchs- 
reihe an jeder Lunge zwei auf einanderf olgende Interventionen 
durchgefiihrt • Zunachst erfolgt die Inhalative Applikation ei- 
25 ner definierten Menge an aerosolierter CF-L5sung Uber einen 
. Zeitraum von 30 Minuten, gefolgt von einer Beobachtungszeit 
von 90 Minuten- Nach einem Perfusatwechsel mit 1 L frischer 

An. 119/Wa/Ges/Schm 
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Elektrolytlosung wird in eincm zweiten Schritt die jeweilige 
liposmale Dispersion ebenfalls liber 30 acrosoliert, ' gefolgt 
von einer Beobachtungszeit von bis zu 270 Minuten. Wahrend 
beider inhalativen Aerosolapplikationen wird die gleiche Men- 
5 ge an CF in der Kaninchenlunge depohiert . Freies CF tritt be- 
kanntermaften schnell und vollstandig aus dem . Alveolar raum in 
das Gefaftsystem der Lunge ■ iiber. Durch Probenentnahmen (0,5 
ml) .aus dem Perfusate die beginnend mit dem Zeitpunkt unmit- 
. telbar vor der Aerosolapplikation aile 10 Minuten erfolgen, 
10 kann der Obertritt des Fa.rbstoff guantif iziert werden. Im 
Vergleich mit der unverkapselten 4 CF-L6sung la6t sich nun did 
Freisetzungskinetik des in Liposomen verkapselten CF beurtei- 
. len. 




15 Die Fr'eisetzungskinetik des Mode 11-Wirks toffs CF fur die er- 
findungsgemaflen Formulierungen ist in den Abbildungen 2-4 
dargestellt (Abb* 2 Freisetzungskinetik von DPPC/Chol/DMPC- 
Liposomen, . . Abb, 3 Freisetzungskinetik von DPPC/Chol/PEG- 
Liposomen, Abb. 4 Freisetzungskinetik von DPPC/Chol/SM- 

20 Liposomen) • 

Anzahl anhangende Zeichnungen: 4 



25 
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Abb, 1 D&xstellung. das Bag~±»HBox- Systems zuar Beatmung der 
isolxerten Lunge 

Die Beatmungspumpe .(6) bewegt einen flexiblen Ballon (4), der 
aus einem Vorratsbeutel (2)' die ' Lunge (7) mit dem Aero- 
- 5 sol/Atemgasgemisch versorgt. Die Fiillung des Vorratsbeutels 
(2) erfolgt mit Aerosol, das mittels eines Dusenverneblers 
(1) erzeugt wird, der durch Atemgas mit 1,0 bar betriebeh 
wird. 

Abb* 2 Fareisefczungskinetik von DPPC/Chol/DMPC-Liposomon 

10 Liposomen der. Zusammensetzung D£PC : Choi : DMPC = 7:4:1 mit Car- 
boxyf luorescein als eingcschlosssnem Modell-Wirkstof f werden 

ttber einen Zeitraum von 30 Minuten als Aerosol in eine iso- 

i 

liert ventilierte und perfundierte Kaninchenlunge einge- 

i 

bracht. Das aus den Liposomen f reigesetzte und im Per- 
15 fusionsmedittm nachgewiesene Carboxyf luorescein ist in Prozent 
des gesamten initial in den Liposomen eingeschlossenen Car- 
boxyf luoresceins ange'geben. Dargestellt sind Mittelwerte mit 
Standardabweichung aus n 3 Versuchen. 

DPPC - Dipalmitoylphosphatidylcholin, Choi = Cholesterin 
20 DMPC = Dimyristoylphosphatidylcholin ■ 

Abb. 3 Freisetzungskinetik von DPPC/Cbol/PEjS-Lxposomen 

Liposomen- der Zusammensetzung DPPC : Choi : PEG - 7:3:0.3 mit 
Carboxyf luorescein als . eingeschlossenem Modell-wirkstof f wer- 
25 den liber einen Zeitraum von 30 Minuten als Aerosol in eine 
ispliert ventilierte und perfundierte Kaninchenlunge einge- 
bracht. ^ 

An-119/Wa/Ges/Schm 
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Das aus den Liposomen freigesetzte und im Perf usionsmedium 
nachgewiesene Carboxyf luorescein ist in Present des gesamten 
initial in den Liposomen einqeschlossenen Carboxyf luoresceins 
ahgegeben, Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardabwei- 
5 chung aus n = 3 Versuchen. 

DPPC = Dipalmitoylphosphatidylcholin, Choi =* Cholesterin 
PEG = Polyethylenglykol 

Abb. 4 Preisetzungskinetik von DPPC/Chol/SM-Liposomen 

Liposomen der Zusaironensetzung DPPC:CHOL => 7:3 + 6% Sphin- 
10 gomyelin mit Carboxyf luorescein als eingeschlossenem Modell- 
Wirkstoff werden iiber einen Zeitraum yon 30 Minuten als Aero- 
sol in eine isoliert ventilierte und perfundierte Kaninchen- 
lunge eingebracht* Das aus den Liposomen freigesetzte und im 
Per f usionsmedium nachgewiesene Carboxyf luorescein ist in Pro-. 
15 zent des gesamten initial in den Liposomen eingeschlossenen 
Qarboxyf luoresceins angegeben. Dargestellt sind Mittelwerte 
mit Standardabweichung aus n = 3 Versuchen . 
DPPC = Dipalmitoylphosphatidylcholin/ Choi « Cholesterin 
SM = Sphingomyelin 



20 

Bezugs zei chenli s te 

(1) : Diisenvernebler 

(2) : Vorratsbeutel . 

(3) : Ventile 

25 (4) i flexible* Ballon 

(5) : GlasgefSB 

(6) : Beatmungspump© 

(7) : Xiunge 
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1 . Liposomen, dadurch gckennzeichnet dass sie Phosphol i de, 
Cholesterin, synthetische Tenside, sowie Wirk- und/oder 
Farbstoff enthalten. 
"5 2 Liposomen, gemass. Anspruch I, dadurch gekennzeichnct dass 
sie als Phospholipide die Lungensurf actant-Phospholipide 
Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) , Dimyristoylphospha- 
.tidylcholin (DMPC) und/oder Sphingomyelin (SM) enthalten, 
3. Liposomen, gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet dass 
10 sie als Phospholipide die Lungensurf actant-Phospholipide 

Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) , t Dimyristoylphospha- 
tidylcholin (DMPC) und/oder Sphingomyelin (SM) enthalten 
und/oder als synthetisches Tensid Polyethylenglykol. 
4« Liposomen, gemass der Anspruqhe 1 , bis 3 enthaltend Dipal- 
15 mitoylphqsphat'idylcholih (DPPC) , Cholesterin und Polyethy- 

lenglykol (PEG) , so dass ein molares Gesamt verhaitnis von 
• 7:3:0,15 bis 7:3:0,6 besteht, 
5 . Liposomen, gemass der Ansprttche 1 bis 3 enthaltend Dipal- 
mitoylphosphatidylcholin (DPPC), Cholesterin und Dimyri- 
20 stoylphosphatidylcholin (DMPC) so dass ein molares Gesamt- 

jfiSWCfe verhaitnis von 7:4:1 bis 7:4:4 besteht. 

6 . Liposomen, gemass der Ansprttche 1 bis 3 enthaltend' Dipal- 
mitoylphosphatidylcholin (DPPC), Cholesterin und Sphin- 
gomyelin (SM) so dass ein molares Verhaitnis von DPPC zu 
25 Cholesterin' von 7:3 mit zusStzlich 2. bis 8 Gewichtsprozent . 

Sphingomyelin (SM) besteht. 

An . 119/Wa/Ges/Schm ' 
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7 . Liposomen, gemass Anspruch 1 bis 6, dadurch gekennzeichneL 
dass sie hydrophile, lipophile und/oder amphiphile Wirk- 
Oder Farbstoffe enthalten. 

8, Liposomen gemass, . der Ansprtiche 1 bis 7, dadurch gekenn- 
5 zeichnet,. dass sie eine Partikelgrofie von 0,2 - 1,5 pro 

aufweisen; so daft sie mit DUsen-und ultraschallvernebl ern 
vernebelbar und alveolargangig sind^und -zur Behandlung des 
Alveolarraumes, der groJ&en und kleinen Bronchien und der 
Trachea eingesetzt werden konnen, 
10 9. Verwendung von Liposomen nach Anspruch 1 bis 8 zur Her- 
stellung eines ph^rmazeutischen Mittels zur Prevention, 
Diagnose und/oder Behandlung von Lungenerkrankungen . und 
systemischen Erkrankungen* 

10. Verfahreh zur Messung der Freisetzung vori verkapseltem 
15 Wirk-/Farbstof f aus Liposomen/ gekennzeichnet durch die 

Schritte 

Preparation der isoliert perf undierten und ventilierten 
Kaninchenlunge 

- ■ Verneblung der Liposomen mit einem Vernebler- • und Beat- 
20 mungssystem 

- Bestimmung der Farb- und/oder Wirkstof f konzentration im 
Perfusat und/oder Homogenisat der Kaninchenlunge. 



> 

An. 119/Wa/Ges/Schm 



KG 3 Nr: 122329 von NVS:FAXG3.I0.0101/0641 9436499 an NVS:PRINTER.0101/LEXMARK2450 (Seite 28 von 33) 
cum 04.04.02 12:26 - Status: Server MRSDPAM02 (MRS 4.00) ubernahm Sendeauftrag 
reff: 33 Seite(n) empfangen 



04/04 '02 DO 11:31 FAX +49 641 9436499 TRANSMIT GMBH ©029/033 

. 24/28 



Zusaramenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Herstellung von spezi- 
fischen Liposomen zur pulmonalen Application von Arzned stof- 
feru Die aus den Stoffen DPPC und Cholesterin im molaren Ver- 
5 haltnis von 7:3 bzw. 7:4 f ormulierten Liposomen werden dureh 
nicht-toxische Zusatze wie .Sphingomyelin, Dimyristoylphospha- 
. tidylcholin und/oder Polyethylenglykol erg&nzU, sind stabil 
gegeniiber Vernebelung mit. handelstiblichen Vernebiern und wei- 
sen gleichzeitig eine verzogerte Freisetzungskinetik des 
10 Wirkstoffes auf . 
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Abb. 2 



Freisetzungskinetik von DPPC/CHOL/DMPC-Uposomen 
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Abb. 4 



Freisetzungskinetik von DPPC/CH/SM-Liposomen 
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